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1. Bevezetés

Sertések szamos viralis korokozo (>70 db) gazdaallatai és egyben rezervoarjai is
[1], melyek koziil szamos olyan virust ismeriink, melyek bizonyos esetben képesek
lehetnek embereket is megfertézni (spillover/gazdavaltas). Ilyen virusok lehetnek az
egyes sertés astrovirusok (Astroviridae viruscsalad), illetve a hasmenéssel
Osszefiiggésbe hozhato sertés noro-, és sapovirusok (Caliciviridae). Emellett tobb olyan
sertés virus is létezik, melyeknek zoonotikus potencialja nem vizsgalt/nem ismert, mint
a picornavirusok (Picornaviridae) kozé tartozd sertés teschovirusok, a sertés
sapelovirusok. Kooperativ Doktori Program Doktori Hallgatéi Osztondijhoz
kapcsolodo vizsgalataink soran két szervrendszert, a kdzponti idegrendszert (KiR-t), és
a Dbélrendszert érintd fert6zésekkel és azok viralis hatterével foglalkoztam
részletesebben.
Sertések leggyakoribb encephalomyelitist okoz6 virusfert6zései kozé tartoznak a
pozitiv, egyszala RNS-genomu (+ssRNS) picornavirusok koziil a sertés sapelo- (Se-
SapeV), és teschovirusok (Se-TeV), valamint a szintén RNS-genomu astrovirusok koziil
a 3-as tipusu sertés astrovirus (Se-AsV3) [2], melyek kdzponti szerepet kaptak KiR-t
érint6 virusfertézésekkel kapcsolatos vizsgalatainkban.

A jelenleg két ismert genotipusba (Se-SapeV-1, -2) tartozd Se-SapeV torzsek a
Sapelovirus nemzetség Sapelovirus anglia fajaba tartoznak. Ezeket a virusokat
sertésekben szamos betegséggel, koztik kiilonféle léguti infekcidkkal és kozponti
idegrendszeri tiinetekkel, pl. bénuldssal és paraplégiaval jaro korképekkel hoztak
Osszefiiggésbe, ugyanakkor a tiinetmentes allatok bélsarmintaibol is gyakran
kimutathatéak [3]. Kevés hazai adat 4all rendelkezésre a Se-SapeV hazai
tudomasunk szerint még nem vizsgaltdk kozponti idegrendszeri tiineteket mutatod
betegekbdl szarmazo huméan mintadkban sem.

A szintén Picornaviridae viruscsaladba, ezen beliil a Teschovirus nemzetségébe tartozo,
RNS genomu sertés teschovirusoknak (Se-TeV) két virusfaja és kozel kétszaz

virustdrzse ismert [4]. Egyes Se-TeV tipusok kiilonbozé klinikai tlinetekkel is
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Osszefiiggésbe hozhatok sertésekben, példaul hasmenéssel ¢és 1égzdszervi
betegségekkel, illetve magas mortalitassal jaro KiR-t érintd megbetegedésekkel [2]. A
Se-TeV-okat is altalaban bélsarmintakbol lehet kdzvetleniil kimutatni, bar egyes Se-TeV
torzsek légiti mintdkban is eléfordulnak [2]. A sertés a Se-TeV egyetlen ismert
gazdafaja, azonban (vagy ezért) jelenlétét célzottan nem szoktak vizsgalni mas fajokban,
igy emberben sem.

A szintén +ssRNS genommal rendelkezd astrovirusok genetikailag az egyik
legvaltozékonyabb és legfajgazdagabb csoport az ismert virusok kozott [S]. Az érett
virionok felszinét féleg az immundominans VP27, illetve VP25 kapszid-fehérjék
alkotjak, melyeket specifikus IgG/IgM/IgA-alapi immunvalaszok szerologiai
vizsgalatai soran antigénként alkalmaznak [5]. A vizsgalatainkban fontos szerepet
(Se-AstV3) a Mamastrovirus nemzetségen beliil az ember-nyérc-juh (human-mink-
ovine / HMO) filogenetikai kladba tartozé MAstV-22-es fajban tartoznak [6].

Vizsgalataink masik csoportja az emésztészervi betegségekkel kapcsolatos

volt. A sertések gyakran etiologiailag Osszetett enteralis korképeiben tobb virus is
szerepet jatszhat, példaul a Caliciviridae viruscsaladba tartozo sapovirusok (Sapovirus
nemzetség), illetve kisebb mértékben a nemrég felfedezett valovirusok (Valovirus
nemzetség) és a humanegészségiigyi szempontbdl is fontos norovirusok (Norovirus
nemzetség), melyek kozponti szerepet jatszott a kutatasainkban, és melyekre a bélsarral
torténd tiriilés és a fekalis-oralis terjedés, mint {6 fert6zési mod alapjan sertés enteralis
calicivirusokként (SECV) hivatkozunk a tovabbiakban. A sertések nyala/oralis
folyadéka viszonylag széles korben hasznalt mintatipus 1éguti virusok vizsgalatahoz,
melyet ismereteink szerint enteralis virusok kimutatasara még nem hasznaltak korabban.

A harom nyilt leolvasasi keretet (ORF1-3) tartalmazo6, +ssRNS genommal
rendelkez6 Norovirus nemzetség egyes tagjai sertés €s emberi gazdaszervezeteket is
képes megfertdzni [7]. A sertés norovirusokat (Se-NoV) elsésorban tiinetmentes, illetve
enyhe hasmenést mutaté egyedek enteralis mintaibol mutattak ki, minden életkorban

altalaban alacsony pozitivitdsi arannyal. A norovirusok humanegészségiigyi
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szempontbol kiemelt jelentdséggel birnak, mivel napjanikban az akut gastroenteritis
jarvanyok vezetd korokozoi [8]. A rendkivilli genetikai valtozatossag és gyakori
rekombinacié miatt a norovirusoknal kettds tipizalasi rendszert (polimerdz: P-tipusok,
>60 féle; kapszid: G-tipusok, >48 féle) vezettek be [8]. A GII genocsoporton beliil a
GII. 11, GII.18 és GII.19 az tigynevezett dominans ,,sertés norovirus genotipus”-ok, mig
a genetikailag kozeli rokon GII.4, GII.3 (melyek sporadikusan kimutathatéak voltak
sertés enteralis mintakbol is) és GII.12 genotipusok a human szempontbol relevans
korokozok [9]. A human jarvanyokat altalaban a GII.4 dominalja, ugyanakkor 2014-
2017 kozott a GII.17 és GII.2 is komoly jarvanykitoréseket okozott. Eddig csupan 13
teljes sertés norovirus kapszid szekvencia €s 5 teljes genom ismert, amelyek mind a
,sertés norovirus genotipusokhoz” tartoznak [10]. Az enteralis virusoknak tekintett
norovirusok koziil bizonyos human torzsek képesek lehetnek nyalmirigyekben
szaporodni és nyallal terjedni, de jelenlétiiket sertések nyalaban/oralis folyadékaban
még nem vizsgaltak [11].

A rendkiviili genetikai valtozatossaggal bird, két ORF-et tartalmazo +ssRNS
genomu sapovirusok (SaV) sertéseket és embereket is képes megfertdézni. A
sapovirusokat a teljes VP1 kapszid szekvenciak alapjan 19 genocsoportra (GI-GXIX) és
legalabb 52 genotipusra osztjak, melyek koziil a GIII a legjelentdsebb sertésekben, mig
a GI, GII, GIV, és GV genocsoportok tagjai az emberi fertézésekre jellemzoek [9,12]. A
SaV GIII genocsoport tdbb, szammal el sem latott genotipust (>11) tartalmaz [12]. Az
akar jarvanyosan is el6forduld tiinetmentes és hasmenéses SaV fertdézések nagyon
gyakoriak a sertések korében, prevalencidjuk az elvalasztas utani idGszakban a
legmagasabb [9]. A sapovirusokat enteralis virusoknak tekintik, azonban nem all
rendelkezésiinkre adat jelenlétiikrdl egyéb testfolyadékokban, pl. nyalban. Bar human
(>3600 db szekvencia) és sertés sapovirusok (>700) is nagy szamban elérhetdek, csak
kevés hazai szekvencia ismert, melyek mindegyike a mi kutatocsoportunk korabbi
eredményei [12].

A Valovirus nemzetség két ORF-et tartalmazo +ssRNS genomu virusait elészor

2009-ben irtak le tiinetmentes hizd sertések enterdlis mintaibol [13]. Azéta sertés
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valovirusok (Se-VaV) tobb kontinensen is kimutathatoak voltak 4 honapnal iddsebb
sertések bélsarmintaibol [14,15]. A valovirusok el6fordulasardl, patogenezisérdl és
genomi valtozatossagarol kevés adat all rendelkezésiinkre. A Se-VaV esetében csak egy
genocsoport ¢és egy genotipus (GI.1) ismert [15]. Valovirusokat Magyarorszagon még
nem mutattdk ki, human torzsei/tipusai egyaltalan nem ismertek, jelenlétiiket
nyalban/oralis folyadékban még nem vizsgaltak.

Az vizsgalatainkba bevont virusok kimutatasara alkalmas multiplex RT-qPCR-
alapt tesztek nem ismertek. Az RT-qPCR moédszerrel azonositott calicivirusok pontos
tipizalasahoz elengedhetetlen legalabb a kapszid-kodold genom régié szekvencidjanak
meghatarozasa, melyhez leggyakrabban Sanger-szekvenalast alkalmaznak, ami az ,,0j
generacios szekvenalasi” (NGS) mddszerekkel (pl.: Illumina) ellentétben nem alkalmas
tobb virusgenom egyidejii kimutatasara.

2. Célkitiizések

A Kooperativ Doktori Program Doktori Hallgatéi Oszténdijhoz kapcsolodéd
kutatdsaink soran két betegségtipusban, az encephalomyelitisben, illetve a
gastroenteritisben el6fordul6 sertés virusok (Se-TeV/Se-SapeV /Se-AstV3 és Se-SaV-
GIII/Se-NoV-GII/Se-VaV) kimutatasara alkalmas, hidrolizis-probakon alapulod
egylépéses multiplex RT-qPCR teszteket (sertés encephalomyelitis-panel és sertés
enteralis calicivirus-panel) allitottunk Gssze. A kifejlesztett tesztekkel epidemioldgiai
vizsgalatokat végeztiink kiilonb6zd sertés €s human mintakon.

A sertés encephalomyelitis-panellel végett vizsgalataink soran arra kerestiik a valaszt,
hogy:

o A kivalasztott virusok kimutathatéak-e, és ha igen, akkor mekkora
prevalenciaval hazai sertések enterdlis és extra-intestinalis mintdiban (szdvet, illetve
orrtampon-mintakban)?

0 Az Se-AstV3 pozitiv tiinetmentes, illetve encephalomyelitises

allatok rendelkeznek-e Se-AstV3 elleni IgG antitestvalasszal?



o A Se-AstV3 encephalomyelitises sertések kiilonb6z6 szerv/szovetmintaiban
kimutathat6-e egyéb vizsgalt virus?
e A kivalasztott virusok kimutathatéak-e archivalt human encephalitises

esetekbdl szarmazo mintakban (zoonozis vizsgalata)?

A sertés enteralis calicivirus-panellel és hozza kapcsoldddo 3’RACE-PCR és NGS
technikéakkal végzett vizsgalataink soran arra kerestiik a valaszt, hogy:

o A kivalasztott calicivirusok kimutathatéak-e, és ha igen, akkor mekkora
prevalenciaval a kiilonbozé koru és egészségi allapotil sertések enteralis és
nyalmintaiban?

» Milyen genotipusokba és szubtipusokba tartozé calicivirusok mutathatok ki?
o Mekkora az intra-, és inter-genotipusok tars-fertézéseinek aranya?
o A kivalasztott calicivirusok kimutathatéak-e archivalt human gastroenteritises

esetekbdl szarmazd mintakban (zoonozis vizsgélata)?

3. Anyag és modszerek
Oligonukleotid primerek és hidrolizis probak tervezése

A sertés encephalomyelitis és sertés enteralis calicivirus triplex RT-qPCR
panelekhez a GenBankban elérhet6 célvirusok (Se-TeV/Se-SapeV/Se-AstV3 és Se-SaV-
GII1/Se-NoV-GlIl/Se-VaV) szekvenciaibdl generalt illesztések alapjan virus specifikus
primereket és harom kiilonb6z6 fluoroforral (6-FAM, SUN és CY-5) jelolt hidrolizis

probakat manualisan terveztiink meg a legkonzervativabb genom régiokra.

Viralis RNS standardok in vitro eléallitasa

Az RT-qPCR reakciok reakciokoriilményeinek beallitisahoz és a reakcidok
hatékonysaganak ellendrzéséhez in vitro eldallitott (plazmid ligalas, transzformalas,
plazmid-izolalas, linearizalas, T7 RNS polimeraz-alapi RNS szintézis, Qubit 4

fluoriméteres mérés) 400-600 nt hosszt viralis RNS standardokat hasznaltunk.

RT-qPCR reakcidokoriilmények és adatelemzés



Az encephalomyelitis-panellel torténd vizsgalatainkhoz a LightCycler® One-step
Multiplex RNA Virus Master Mix-et (Roche, Svajc), mig az enteralis calicivirus panel
esetében a Luna® Universal Probe qPCR Master Mix-et (New England Biolabs,
Ipswich, USA) alkalmaztuk a gyart6 ajanlasai alapjan. Az RT-qPCR reakciokat CFX96
Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, USA) késziiléken
futtattuk le. Az adatelemzés Bio-Rad CFX Maestro 2.2 ver. 5.2.008.0222 (Bio-Rad

Laboratories, USA) szoftver segitségével tortént.

Az RT-qPCR panelek analitikai teljesitményének vizsgalata

Mindkét panel esetében az egyszeres (singleplex) és haromszoros (tiplex) RT-
gPCR vizsgaltok analitikai szenzitivitasat, specificitisat, alsé kimutatasi hatarértékeit,
egyes vizsgalatokon beliili és vizsgalatok kozotti reprodukalhatdsagot a viralis RNS

standardok 10-szeres sorozathigitasanak segitségével hataroztuk meg.

A vizsgalatokba bevont mintak

Az encephalomyelitis-panellel végzett vizsgalatokhoz tiinetmentes (92 db), vagy
paraplegias (28 db) allatoktdl szarmazé széklet/rektalis tampon mintak (100 db),
szovetmintat (62 db), valamint 21-25 napos tiinetmentes allatoktol levett orrtampon
mintat (473 db) is hasznaltunk. Human mintak koziil dsszesen 74 db ismeretlen eredetii
agyveldgyulladasos esetb6l szarmazé archivalt vér- és liquorminta-part is vizsgaltunk.
Az enteralis calicivirus-panellel végzett vizsgalatokhoz osszesen 198 db archivalt
enteralis (135 db hasmenéses és 63 db tiinetmentes) €s 228 db oralis folyadék/nyal-
mintat hasznaltunk, melyeket négy korcsoportba soroltuk. Egy retrospektiv kdvetéses
vizsgalat keretében 9sszesen 336 db rektalis torlet-mintat is vizsgaltunk. Human mintak
koziil 6sszesen 312 db archivalt székletmintat is vizsgaltunk, melybdl 75 db korhazi
ellatast igénylo, 10 év alatti hasmenéses gyermekt6l, mig a fennmarado 237db pedig 1
¢év alatti, kiilonboz6 sulyossagu (korhazi vagy otthoni apolasu egyarant) hasmenéses
gyermektdl szarmazott.

A mintak elokészitése és teljes RNS kivondsa



A vizsgalt enteralis és a szovetmintakbol a total RNS kivonast TRI® Reagenssel
(MRC, Cincinnati, OH, USA) mig az oralis folyadékmintakbol QIAamp cador Pathogen
Mini kit-el QIAcube (Qiagen, Germany) nukleinsav-izolalé automatival a gyartd

utasitasai szerint.

Reverz transzkripcio, polimeraz lancreakcio és Sanger szekvendlas

A calicivirusok 3’RACE- semi nested (sn)PCR reakciéihoz a SECV RT-qPCR
panel forward €s proba szekvencidibol késziilt forward primereket €¢s a GoTaq® Long
PCR Master Mix-et (Promega, USA) hasznaltuk. A PCR termékek Sanger-
szekvenalasat a BigDye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo-Fisher,
USA) segitségével végeztiik a gyartoi protokoll alapjan. A kapott termékeket egy ABI
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems/Hitachi, Tokyo, Japan) automata

szekvenalo késziiléken futtattuk le.

Ujgenerdcios szekvendldsi és adatelemzési folyamat

A calicivirusok 3’RACE-snPCR masodik PCR korének termékeibdl a konyvtart a
NEBNext Ultra II FS DNA Library Prep Kit-el (NEB, USA) készitettiik el és NovaSeq
6000/X Plus (Illumina, USA) platformon futtattuk le 1, 10, illetve 50 milli6 leolvasasi
mélységgel. A szekvencia-adatok  elemzéséhez,  konszenzus-szekvencidk

Osszeszereléséhez Geneious Prime szoftvert hasznaltuk.

Filogenetikai és szekvencia analizis

A szekvenciak illesztését Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation
(MUSCLE), vagy a CLUSTAL 2.1 alkalmazasokkal végeztiik el. A filogenetikai fak
készitéséhez a MEGA ver. 11.0 szoftvert hasznaltuk. A VP1 nukleotid szekvenciakbol a

hierarchikus klaszter-elemzést R/RStudio kdrnyezetben irt scripttel végeztiik.

Se-AstV3 VP27 antigénre épiilé western blot szerologiai teszt
A rekombinédns Se-AstV3 VP27 viralis kapszid fehérje termeléséhez a Se-AstV3
VP27 kapszid protein kddold genom-szakaszt tartalmazo és negativ kontrollként ,,lires”
pLATE 5.2 expresszios plazmidot (Thermo-Fisher, USA) és kompetens Escherichia coli
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BL21-Rosetta 2 sejteket hasznaltunk. A termelt szolubilis 6xHis-jeldlt rekombinans
fehérjét ,,immobilized metal affinity chromatography” (IMAC) modszerrel Ni-NTA
oszlopon tisztitottuk. A tisztitott VP27 fehérje és a negativ kontroll izolatumait SDS-
PAGE-el elvalasztottuk, ezutan nitrocellul6z membranra blottoltunk. Blokkolas utan a
membranokon 1:100 higitott sertés savd mintakat inkubaltuk, a lek6tddott antitesteket
anti-sertés IgG-HRPO (Rockland Immunochemicals, USA) masodlagos antitesttel
jeloltik meg és chemiluminescens technikaval vizualizaltuk. A kisérlet GMO
engedélyszama: BGMF/178-10/2020.

4. Eredmények

4.1. A sertés encephalomyelitis RT-qPCR panellel végzett vizsgalataink
eredményei

A Se-TeV, Se-SapeV és Se-AstV3 virusokat kimutato sertés encephalomyelitis RT-
gPCR panel reakcidinak analitikai érzékenységét eldszor kiilon-kiilon egyszeres
(singleplex) reakciokban vizsgaltuk az in vitro eldallitott viralis standardok higitasi sorat
hasznélva, majd a reakcidkat haromszoros (triplex RT-qPCR/tRT-qPCR) vizsgalatokban
is elvégeztiink. Az als6 kimutathatosagi hatart 100 kopia kozelében hataroztuk meg. A
Cq értékek variancidja és a CV% (coefficients of variation) az adott kisérleten beliil
0,03-4,62%, mig kiilonb6zo kisérletek kdzott 0,86—3,29% értékeket mutatott.

A hagyomanyos sziir6 RT-PCR és a tRT-qPCR reakcidok 0sszehasonlitd
vizsgalataiban a két kisérlettipus eredményei kozotti egyezés 90,85%-0s volt a Se-
SapeV esetében, mig 91,55% volt a Se-TeV és 93,66% volt a Se-AstV3 esetében. A
kiilonb6z6é eredményt mutatdé mintakbol szarmazoé (vagy tRT-qPCR+/RT-PCR—, vagy
tRT-qPCR —/RT-PCR +) PCR termékeket megszekvenaltuk, hogy kizarjuk az esetleges
alpozitiv mintdkat. Osszesen 3db tRT-gPCR, illetve 11db hagyomanyos RT-PCR
alpozitiv (nem viralis vagy nem szekvenalhat6) mintat azonositottunk.

A Se-SapeV, Se-TeV és Se-AstV3 jelenlétét 28 kiilonboz6 hazai telepekrol
szarmazod, Osszesen 473 db 21-25 napos tiinetmentes sertésektdl vett orrtampon
mintdkban is vizsgaltuk. A Se-SapeV (7,8%) és a Se-TeV (9,9%) pozitivitasaival
Osszehasonlitva a Se-AstV3 pozitiv orrtampon-mintdk aranya (17,8%) joval
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magasabbnak bizonyult. A kettds fertézéseket 1,3%-ban (6db Se-SapeV/Se-AstV3),
1,5%-ban (7db Se-SapeV/Se-TeV) ¢és 2,8%-ban (13db Se-TeV/Se-AstV3)
azonositottuk, emellett harmas fertdzést csupan az esetek 0,4%-ban tudtuk azonositani.
Mindhérom vizsgalt virus viszonylag alacsony el6fordulassal (<30%, tobbnyire 1-3
paraplégias sertésektdl vett kozponti idegrendszeri mintdk egyike sem mutatott RT-
qPCR pozitivitast.

A rekombinans Se-AstV3 VP27 kapszid fehérjével végzett western blot-alapu
szerologiai vizsgalattal a tiinetmentes malacokban kimutathato volt az anti-Se-AstV3
VP27 IgG antitest, mig a Se-AstV3 encephalitises allatoktol nem. Az dsszesen 74 db
ismeretlen eredetli agyvel6gyulladasos esetekb6l szarmazo archivalt human mintak tRT-
qPCR vizsgalatai mindegyike negativ eredménnyel zarult.

4.2. A sertés enteralis calicivirus (SECV) RT-qPCR panellel végzett vizsgalataink
eredményei

A Se-SaV-GlII/Se-NoV-Gll/Se-VaV virusokat kimutaté SECV RT-qPCR panel
reakcidinak analitikai érzékenységét in vitro eldallitott virdlis RNS standardok
sorozathigitasaival (1E8-1E1 kopia/reakcid) mind egyszeres reakcidokban, mind
haromszoros formaban is teszteltiik azonos reakciokoriilmények kozott. Az egyszeres és
haromszoros RT-qPCR tesztekben az alsé kimutatasi hatar 100 kopia/reakcid volt
(kivéve Se-SaV esetében 1000 kopia/reakcid), mig a CV% az adott kisérleten beliil
0,05-2,75%, mig kiillonb6z6 kisérletek kozott 1,17-5,12% értékeket mutatott.

A Se-NoV, Se-SaV és Se-VaV tRT-qPCR-alapu epidemiologiai vizsgalataink
soran az enteralis mintakban a Se-SaV-t 26,26%-ban, a Se-NoV-t 2,53%-ban, mig a Se-
VaV-t 1,52%-ban mutattuk ki, mig a nyalmintdk esetében a Se-NoV mutatta a
legmagasabb prevalenciat (7,46%), mig a Se-SaV 4,39%-ban, mig a Se-VaV 0,88%-ban
volt kimutathato.

A kiilonb6z6 korcsoportokba tartozé allatok vizsgalata soran a Se-SaV volt a
leggyakrabban kimutathatd virus az elvalasztds koru malacokban az enterdlis és

nyalmintdkban egyarant (38,58% és 6,54%). Frdekes modon mig minden Se-NoV
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pozitiv enteralis minta az elvalasztas kora malacoktdl szarmazott, addig a Se-NoV
pozitiv nyalmintak tobbsége (n=16/17) idésebb, hizd sertésektdl lett gyljtve. Az
0sszesen 7 db Se-VaV-t elvalasztas korti malactdl szarmazo enteralis mintaban (5 db),
valamint egy hiz6 és egy elvalasztas koru sertés nyalmintaiban talaltuk. A hasmenéses
egyedekbdl szarmazo enterdlis mintdk Se-SaV pozitivitdsa (52,38%) a tiinetmentes
allatokhoz viszonyitva (14,07%) szignifikansnak bizonyult (p-érték <0,001). Kettds
fert6zéseket 0sszesen harom enteralis mintaban azonositottuk (2db Se-SaV—Se-NoV és
egy Se-SaV-Se-VaV fert6zés) két szopos és egy elvalasztas koru sertés esetében.

A haromszoros SECV RT-qPCR tesztiinkkel egy retrospektiv kovetéses vizsgalat
soran 42 tlinetmentes sertést6l szarmazo, dsszesen 336 db rektalis tamponmintat is
vizsgaltuk egy Bjonnan létrehozott istalloban, ahol a sertések egyiitt voltak elhelyezve,
és egyedileg lettek mintdzva egy, illetve kéthetente, Osszesen nyolc alkalommal.
Osszesen 28/42 4llat (66,67%) volt Se-SaV pozitiv a vizsgélati idészak alatt,
ugyanakkor Se-NoV és Se-VaV nem volt kimutathatd. A pozitiv mintdk tobbsége
(24/28; 85,71%) 70 napos, mig a fennmaradé négy pozitiv 77 napos kort allatokbol
szarmazott. Nem voltak olyan allatok, amelyek mindkét mintavételi idépontban
pozitivok lettek volna.

Az haromszoros SECV RT-qPCR segitségével Osszesen 312 db archivalt
human székletmintat is vizsgaltunk, melyekbdl sapovirust és valovirust sem sikeriilt
kimutatni, ellenben 6sszesen 23 minta norovirus pozitivitast mutatott.

A human és sertés enteralis, valamint sertés nyalmintakbol tRT-qPCR moddszerrel
azonositott calicivirusok tipizaldsahoz, NGS-alapu genotipus variancidjanak
vizsgalatahoz a pozitiv mintak koziil sszesen 27db Se-SaV, 13db Se-NoV és 4db Se-
VaV terméket, mig huméan mintdkbol 14 db NoV 3RACE sn-PCR terméket
valasztottunk ki NGS szekvenalashoz (NovaSeq platform, Illumina). Referencia-alapu
térképezéses ¢és de novo dsszeszerelés-alapu bioinformatikai elemzéssel a kapott NGS
adatokbol dsszesen 77 db calicivirus konszenzus szekvenciat tudtunk meghatarozni.
Sapovirus szekvencidk esetében a vizsgalt 3’ RACE-snPCR termék fele legalabb kétféle

(maximum 5-féle) konszenzus szekvenciat/varianst tartalmazott. Sertésekbdl
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azonositott norovirusok esetében a legtobb 3’RACE-snPCR termékbdl csak egy
konszenzus szekvenciat tudtunk Osszeszerelni, mig két minta 2-2 kiilonb6z6 NoV
szekvencia varianst is tartalmazott. A valovirusok esetében minden 3’RACE-snPCR
termékbdl csak egyetlen konszenzus szekvencidt tudtunk dsszeszerelni.

Osszesen 8db olyan 3’RACE-snPCR terméket, amelyeket NGS szekvenélassal
vizsgaltunk, és amelyek tobb konszenzus szekvenciat tartalmaztak Sanger-modszerrel
is megszekvenaltunk, amely csak a leggyakoribb (legnagyobb lefedettséggel
rendelkezd) variansokat mutatta ki.

Az azonositott SaV VP1 szekvenciak mindegyike GIII genocsoport
szekvenciaival mutat legkdzelebbi rokonsagot, kivéve egyet, amely a GVII torzsekkel
alkot k6z0s leszarmazasi vonalat. A GIII torzsek hat kiilonboz6 filogenetikai klaszterbe
(potencialis genotipusok) helyezkedtek el.

A vizsgélataink soran azonositott 13 db sertés NoV VP1 szekvencidk kozil a
filogenetikai elemzés alapjan 6 a sertés norovirus GII.18 klaszterben, mig a fennmaradé
7 a sertés norovirus GII.11 klaszterben helyezkedett el. A GII.11 klaszterben jol
megfigyelhetd volt két f6 leszarmazasi vonal, melyet a szekvencidk a klaszter-
analizisének eredménye is alatamasztott.

Filogenetikai vizsgalatainkban az azonositott 16 human NoV VP1 szekvencia koziil 9
a GIL.4 genotipusu human norovirusokkal csoportosult egyiitt, mig a tobbi szekvencia
mas klaszterekben (GIL.3, GIL.6, GII.17) helyezkedett el. A koérhazi ellatast igényld
esetekbdl szarmazd NoV torzsekboél 8 db GI1.4, 2 db GII.3 és 2 db GII.6 volt, koztiik két
esetben GII.3/GII.4 tars-fert6zést is azonositottunk.

A vizsgalataink soran azonositott (3 db) és az ismert (10 db) sertés VaV VP1
szekvenciak filogenetikai elemzése két kiilon leszarmazasi vonal jelenlétét mutatta, ahol
az enteralis illetve nyalmintdbdl szdrmazd hazai VaV torzsek eltérd leszdrmazasi

vonalhoz tartoztak.

5. Megbeszélés
5.1. Asertés encephalomyelitis RT-qPCR panellel végzett vizsgalataink
eredményeinek megbeszélése
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Vizsgalataink elsé felében egy 1j, hidrolizis proba-alapu encephalomyelitis RT-
gqPCR panelt allitottunk ssze, amely képes egyidejlileg szelektiven és viszonylag magas
érzékenységgel kimutatni az dsszes ismert sertés tescho- (Se-TeV) és sapelovirust (Se-
SapeV), valamint 3-as tipust sertés astrovirusokat (Se-AstV3). Az encephalomyelitis
tRT-qPCR panellel in vitro eldallitott RNS standardokon végzett analitikai érzékenységi
és specificitds-vizsgalataink a teszt optimalis hatasfokat és specificitdsat mutattak. A
tRT-qPCR teszt diagnosztikai érzékenységét dsszehasonlitottuk a korabban hasznalt RT-
PCR-alapu sziirdvizsgalatokkal archivalt RNS mintdkon, melynek alapjan a tRT-qPCR
tesztjeink altalanosan magasabb megbizhatésagat tapasztaltuk. A diagnosztikai
hatékonysag felmérése utan epidemioldgiai vizsgalatokat is végeztiink tobb
mintatipusban.

A korabban Se-AstV3 fertdzott paraplégias sertések mintai koziil bélmintaban is
sikeriilt kimutatni a Se-AstV3-t, ami az akut paraplégia idején a virus, alacsony szinti
székletiiritésének eddig nem ismert lehetoségére utal. A paraplégias sertések kdzponti
idegrendszeren kiviili bels6 szervei a Se-AstV3 mellett Se-TeV és Se-SapeV pozitivok
is voltak, ami a Se-AstV3 neuroinfekcidé mellett egy disszeminalt Se-AstV3, Se-TeV és
Se-SapeV  harmas tars-fertézést jeleztek. A legalabb harmas tarsfertézés
hozzajarulhatott a megfigyelt betegség stlyossagaért, és az allatok csokkent
immunallapotara is utalnak, amit az is alatamaszthatja, hogy a Se-AstV3 paraplégias
sertésekbdl nem sikeriilt Se-AstV3 VP27 elleni IgG antitesteket kimutatni az altalunk
hasznalt western blot-alapt szerologiai tesztiinkkel.

A harom virus koziil a Se-AstV3 volt a legelterjedtebb mind az orrtampon-mintak,
mind pedig a vizsgalt telepek szintjén, ezt kovette a Se-TeV és a Se-SapeV, amelyeket
sokkal alacsonyabb prevalenciaval detektaltuk. Korabbi orrtampon-prevalencia adatok
csak a Se-AstV3-rdl allnak rendelkezésre, ahol a legmagasabb kimutatasi aranyt (30%
pozitivitas) a 3 hetes allatokban talaltadk. Eredményeink azt mutatjak, hogy mindharom
neurotrop virus, kiilondsen a Se-AstV3, széleskortien elterjedt €s endemikusan jelen van
a hazai nagy termelésti, ipari tipusi sertéstelepek tobbségében. Az AstV-ok

neurotropizmusanak pontos hattere még nem ismert [5], ugyanakkor valdsziniileg a
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megfeleld fejlettségli immunrendszerrel rendelkezd allatokban nem alakul ki
disszeminalt fertézés és neuroinfekcid [16], amire a tiinetmentes sertésekbdl vett
mintdkon végzett western-blot szeroldgiai vizsgalatunkkal kimutatott anti-Se-AstV3
VP27 IgG antitestek jelenléte is utal. A tRT-qPCR tesztiinkkel nem sikeriilt kimutatnunk
egyik vizsgalt virust sem a vizsgalt archivalt human vér- és liquor-mintakbol, ami arra
utalhat, hogy ezek a sertés-eredetii virusok, vagy nem képesek human megbetegedéseket
okozni, vagy nem olyan elterjedtek, hogy ilyen kisszamll vizsgalt mintabol

kimutathatoak legyenek.

5.2. A sertés enteralis calicivirus RT-qPCR panellel végzett vizsgalataink
eredményeinek megbeszélése

A masodik kutatasi projektiinkben egy optimalis érzékenységl és hatasfok triplex
RT-gPCR-alapt tesztet, ehhez kapcsolédd 3’RACE semi-nested-PCR-alapu teljes-
kapszid amplifikacios protokollt, és az erre épiild NGS-alapu virus-varians azonositasi
folyamatot allitottunk 0Ossze, amely alkalmas a leggyakoribb sertés enteralis
calicivirusok/SECV  (sertés sapovirus GIII, norovirus GII és valovirus GI)
érzékeny/specifikus és egyidejli kimutatasara, valamint a virusok/variansok kapszid
alapt tipizalasara. A folyamatot egy kisebb mintaszamu epidemiologiai vizsgalatban
teszteltiik, amelyhez archivalt sertés enteralis és oralis folyadék mintakat, illetve human
gastroenteritises-esetekbdl szarmazé archivalt székletmintakat hasznaltunk.

A SECV RT-qPCR tesztiinkkel archivalt enteralis mintakbol kimutatott
leggyakoribb virus mind az allatok, mind a telepek szintjén a Se-SaV volt, amit a Se-
NoV kovetett, mig a Se-VaV-ot elészor tudtuk kimutatni Magyarorszagon két
foldrajzilag tavoli telepen. A harom virus esetében a legmagasabb pozitivitast a frissen
valasztott malacok enteralis mintai kozott talaltuk. A Se-SaV esetében az eredmények
0sszhangban van az irodalommal [17], mig a Se-NoV ¢és Se-VaV esetében a hidnyos
epidemioldgiai adatok miatt az irodalmi életkori prevalencia adatok nem megbizhatoak.
A harom vizsgélt virus koziil csak a Se-SaV volt kimutathatd szignifikdnsabban

magasabb prevalencidval hasmenéses mintdkban (52,38% / 14,07%), ami bizonyos
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esetekben egyes Se-SaV tdrzsek enteropatogén szerepét tamasztja ala [17]. Az egyedi
fertézések mellett kis szamu SaV-NoV (2 db) és SaV-VaV (1 db) egyidejii kettds
fert6zést is azonositottunk, melyek koziil a sertésekben észlelt SaV-VaV kettds fertdzés
Uj eredménynek szamit.

Egy természetes uton lezajlott, tiinetmentes Se-SaV jarvanyt is azonositottunk egy
ujonnan létrehozott sertésistalloban egy retrospektiv kovetéses vizsgalatban, ahol a virus
bélsar utjan torténg iiritése kevesebb mint 2 hétig tartott.

El6szor sikeriilt mindharom virus jelenlétét (Se-NoV dominanciaval) kimutatni
sertések oralis folyadék/nyalmintaibol. Mindez arra utal, hogy a vizsgalt sertés enteralis
calicivirusok képesek lehetnek sertésekben eddig nem ismert modon, nyal utjan is
terjedni. Eredményeink azt mutatjak, hogy az nyalmintak koénnyen gytjthetd és
koltséghatékony alternativak lehetnek nemcsak léguti fert6zések, hanem enteralis
(calici)virusok vizsgalatahoz.

A calicivirusok tipizalasdhoz és genotipus variancidjanak vizsgalatdhoz az RT-
gPCR tesztjeinkben hasznalt primerek és probak segitségével 3’RACE-snPCR
modszerrel ~2100-2500 bp hosszi teljes kapszidok kodoldé 3’ genom régidkat
amplifikaltunk, majd szekvenciaikat NGS moddszerrel (NovaSeq, Illumina) hataroztuk
meg.

Az NGS leolvasasokbol a referencia térképezés-alap, és de novo
Osszeszerelés-alapi megkozelitésekkel Osszesen 77 db calicivirus konszenzus
szekvenciat (45 db Se-SaV, 13 db Se-NoV és 3 db Se-VaV, 16 human NoV)
azonositottunk, beleértve tobb (maximum O6tszoros) tars-fertézésben 1év6 varianst is.
Tarsfert6zéses esetekrdl szamoltak mar be kordbban tobb hazai ¢és kiilfoldi
sertésteleprdl, bar ott kevésbé magas genotipus-valtozatossagot talaltak [17].

A tobb varianst tartalmazé 3’RACE-snPCR termékek Sanger szekvenalasa azt
mutatta, hogy az NGS-el kimutathat6d variansok koziil csak a legdominansabb jelenik
meg a Sanger elektroferogrammokon. Ezért a calicivirusok epidemiologiai vizsgalatai
soran az NGS alkalmazasa hatarozottan javasolt mind sertés mind human

vizsgalatokban.
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A sapovirusok filogenetikai elemzésének eredményei és az elfogadott
genotipus elkiilonitési kritériumai alapjan [18] az 6sszes azonositott Se-SaV varians 7
kiilonb6z6 SaV genotipushoz (6 db GIII és 1 db GVII) tartozik. Ezek az azonositott SaV
genotipusok altalanosan elterjedtek a vizsgalt hazai sertés telepeken, melyek koziil tobb
SaV varidns/genotipus parhuzamosan cirkuldlt. A vizsgalt SaV 3’RACE-snPCR
termékek tobb mint fele legalabb kettd (akar 6t) filogenetikailag egymastol jol
elkiiloniilld Se-SaV varianst tartalmazott, ami a parhuzamos fert6zések magas szintjére,
¢s a keringd SaV torzsek jelentds genetikai valtozatossagara utalnak a vizsgalt valasztott
sertés populaciokban.

Mind a 13 Se-NoV konszenzus szekvencia nyalmintabdl szarmazott, melyek
mindegyike a ,,sertés norovirus genotipusok” csoportjaba azon beliil GIL.11 és GII.18
genotipusokba tartoznak. A talalt genotipusok eloszlasa/eléforduldsa GOsszevag az
irodalomi adatokkal [19]. Tovabba tobb olyan telepet is vizsgaltunk, ahol mindkét Se-
jelezheti az adott sertés populaciokban. A vizsgalataink kezdetekor minddssze 13 db
teljes hosszisagi Se-NoV VP1 kapszid szekvencia volt elérhetd, aminek szama a
vizsgalataink eredményeként megduplazodott.

A Se-NoV GII.11 torzseknek két 0j, jol elkiiloniilé al-leszarmazasi vonalat
azonositottuk, ahol az 6sszes hazai nyalmintakbol szarmazo GII.11 torzsek egyiittesen
egy kiilon al-leszarmazasi vonalat alkotnak. A GII.11 torzsek al-leszarmazasi vonalakba
kiiloniilése a dominans GII.11 NoV altipusainak/variansainak, genotipuson beliili eltérd
evolucids mintazatra utalhat, hasonloan a human norovirusok dominans GII.4 tipusaban
talaltakhoz. A nyalmintakbol azonositott NoV torzsek filogenetikailag elkiiloniiltek a
korébban talalt enteralis torzsektdl, ami felvetheti, hogy a Se-NoV-ok kiilonb6z6 szoveti
tropizmussal rendelkezhetnek.

A vizsgalataink soran meghatarozott hazai és szlovakiai Se-VaV torzsek két,
korabban nem azonositott leszarmazasi vonalakat alkotnak, amelyeket a klaszter
elemzés is két csoportra kiilonitett el. Idaig minddssze 12 db teljes hosszusagu Se-VaV

kapszidot hataroztak meg, melyek koziil csupan egyetlen szarmazik Europabol [14].
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Mindharom vizsgélataink soran meghatarozott Se-VaV szekvencia filogenetikailag
tavol allt az olasz torzstdl, ami az e régid sertéspopulacidiban keringd Se-VaV-ok
ismeretlen mélységli genetikai diverzitasara utal.

Humén mintdkon végzett vizsgdlatainkban csak NoV pozitiv mintékat
talaltunk. A korhazi ellatast igényld 10 év alatti gyermekektdl szarmaz6 mintakban mért
12%-o0s, és a kiilonbozd sulyossagu (korhazi vagy otthoni dpolasu egyarant) 1 év alatti
betegektdl szarmazod székletmintaban talalt 5,9%-os norovirus prevalencia adatok
alacsonyabbak a nemzetkozi irodalomban k6zolt értékeknél. Ennek oka tobbek kozt
lehet a vizsgalt mintaink hosszutavi tarolasabol adodoé nukleinsav-bomlés, illetve, hogy
a tesztiinket eredetileg sertés calicivirus szekvencidkra terveztiik, és nem vettik
figyelembe az dsszes ismert human calicivirus szekvenciat.

Az NGS adatokbol 6sszeszerelt 16 db human NoV konszenzus szekvenciak
mindegyike a GII genocsoportba tartoztak, de a sertés norovirus GII tipusokkal nem
alltak kozeli rokonsagban. A leggyakoribb GII tipus a dominans GII.4 volt (9/16,
56,3%), melyek az adott idészakra jellemzé dominans pandémias GII.4 varidnsokkal
(2011-es mintakbol New Orleans-2009, mig a 2015/16-os mintakbol Sydney-2012)
mutattak legkozelebbi rokonsagot [20]. Emellett GII.3, GII.6 és GII.17 pandémias
torzseket is sikeriilt kimutatnunk [20. Korhazi kezelést igényld, silyosabb esetekben
szintén GIL.4 dominanciat talaltunk (8/10, 80%), hasonldéan korabbi vizsgalatok
eredményeihez [20,21]. A maradék két, korhazi kezelést igényl6 akut gastroenteritises
eset mindegyike NoV GIL.6 fertdzéshez kothetd, melyet leirtak mar hospitalizaciot
igényld esetekbdl. Osszesen két olyan korhazi kezelést igényld esetbdl szarmazd mintat
talaltunk (2/14, 14,3%), amelyben egyszerre két, kiilonb6z6 GII genotipusba (GII.4-
GIIL.3 tars-fert6zés) tartozd NoV volt kimutathaté. Genocsoporton beliili tarsfertdzések
jelenlétét human esetekben is csak ritkan vizsgaltak, igy azok el6fordulasi gyakorisaga
sem ismert, emellett arrdl sincs informacionk, hogy az egyszerre tobbfelé genotipusu

NoV infekcio sulyosabb, esetleg korhazi kezelést igényld tiinetekkel jar-e egyiitt.
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